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摘要 : 细菌 中 普遍 存在 L/D 型 氨基 酸 ， 与 工 -氨基 酸 (L-AAs) 不 同 ，D- 氢 


Ht 


Tr 


ÆR (D-AAs) 不 参与 蛋白 质 合 成 ， 而 与 细胞 壁 肽 聚 糖 的 合成 有 关 ， 直 接 影响 细 


菌 细胞 壁 的 形状 、 数 量 和 强度 。D-AAs 在 细菌 表征 、 药 物 抑 菌 性 、 靶 标 确定 等 


方面 具有 重要 的 作用 。 目 前 ， 外 源 添加 D-AAs 参与 肽 聚 糖 合成 的 机 制 已 有 一 些 


研究 进展 ， 其 荧光 衍生 物 已 应 用 于 细菌 可 视 化 ， 特 异性 探测 细胞 壁 形 成 / 重 塑 、 


细菌 生长 和 细胞 形态 。 但 D-AAs 如 何 影响 细菌 生长 及 其 抗 逆 性 的 机 制 尚未 研究 


清楚 。 本 文 对 D-AAs 的 研究 现状 进行 了 综述 ， 重点 介绍 了 D-AAs 在 细菌 中 的 生 


物 合成 和 参与 细胞 壁 合成 的 机 制 ， 非 典型 D-AAs 对 细菌 的 调控 以 及 在 细菌 可 视 


化 中 的 应 用 ， 并 对 D-AAs 未 来 研究 方向 进行 了 展望 。 
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Abstract: 
L/D amino acids are common components in bacteria. Unlike L-amino acids 


(L-AAs), D-amino acids (D-AAs) are not involved in protein synthesis, but participate 


in the biosynthesis of cell wall peptidoglycan, directly affecting the shape, quantity 
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and strength of bacterial cell wall. D-AAs play an important role in bacterial 
characterization, drug bacteriostasis, and target determination. At present, the 
mechanism that exogenous addition of D-AAs is involved in peptidoglycan synthesis 
has been studied and fluorescent derivatives applied to bacterial visualization, 
specifically detecting cell wall formation/remodeling, bacterial growth and cell 
morphology. However, the mechanism of how D-AAs affect bacterial growth and its 
resistance to stress has not been elucidated. This paper summarizes the current studies 
of D-AAs. The biosynthesis pathway of D-AAs in bacteria, mechanism of cell wall 
synthesis and the effects of non-canonical D-amino acids on bacterial regulation, and 
its application in bacterial visualization were highlighted. In the end, the future 
research direction of D-AAs are prospected. 
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aminotransferase 
1 引言 
除 Gly 外 ， 组 成 蛋白 质 的 19 种 氨基 酸 都 是 a- 和 氨基酸， 自然界 中 均 以 两 种 立体 异 构 形式 


L- 氨 基 酸 (L-AAs) M D-AÆR (D-AAs) 存在 。 生 物体 有 效 地 选择 了 L-AAs 作为 核糖 体 
合成 多 肽 的 基本 单元 和 系统 中 关键 代谢 的 中 间 体 ， 在 自然 界 中 比 D-AAs 具有 更 高 的 丰 度 。 
尽管 如 此 ， 关 于 D-AAs 潜在 作用 的 研究 从 未 停止 中。D-AAs 广泛 存在 于 微生物 、 植 物 和 动 
物 细胞 中 ， 并 且 在 食品 、 医 药 和 化 妆 品 行业 中 应 用 外。 许多 细菌 生长 的 培养 基 中 均 检 测 到 
D-AAs， 如 : 霍乱 弧 菌 〈 Vibrio cholerae) 、 枯 草 芽孢 杆菌 (Bacillus subtilis) 等 B51， 其 参与 
微生物 的 新 陈 代谢 -中 ， 调 节 多 种 生理 变化 ， 例 如 细胞 壁 生物 合成 、 生 物 膜 完整 性 和 孢子 萌 
发 由 1113]。 

D-AAs 主要 参与 细菌 细胞 壁 PG 的 形成 。 细 胞 壁 是 位 于 细胞 膜 外 的 网 状 聚 合 物 ， 对 保持 
细胞 完整 性 ， 维 持 细胞 形状 稳定 起 着 重要 作用 。PG 是 细胞 壁 的 必需 和 特异 性 成 分 ， 并 为 多 
胞 壁 其 它 组 分 提供 锚 定 位 点 0。PG 聚合 物 链 主要 由 N- 乙 酰 葡 萄 糖 胺 〈GlcNAc) -N- 乙 酰 胞 
壁 酸 (MurNAc) -- 五 肽 交 联 形成 9。 在 革 兰 氏 阳性 (G+) 细菌 和 革 兰 氏 阴 性 〈G-) 细菌 中 


五 肽 成 分 又 有 所 不 同 ， G ff 为 L-Ala-D-Glu/Gln-L-Lys-D-Ala-D-Ala，G- 菌 为 


+H 


L-Ala-D-Glu/Gln-m-DAP-D-Ala-D-Ala， 主 要 为 第 三 位 氨基 酸 的 不 同 ，G+ 菌 中 为 L-Lys，G- 
菌 中 为 内 消 旋 -二 氨基 庚 二 酸 (m-DAP) , Æ Lys 的 非 手 性 羧基 衍生 物 。 如 图 1。 不 同 细菌 
中 ， 相 邻 肽 链 之 间 的 连接 方式 也 有 所 差异 ，G+ 细 菌 中 ， 相 邻 的 肽 链 直 接 交 联 或 通过 肽 桥 连 


i 


接 产生 位 置 2 (D-Glu/Gln) -4 (D-Ala) 或 3 (L-Lys) -4 (D-Ala) 连接 。 在 G- 细 菌 中 ， 
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过 交 联 产生 丰富 的 3 (m-DAP) -4 (D-Ala) 连接 或 不 太 常 见 的 3 (m-DAP) -3 (m-DAP) 连 
接 0618]。PG 的 组 装 和 成 熟 需要 转 糖 基 、 转 肽 (TP) 和 凑 肽 (CP) 等 过 程 03。 值 得 注意 的 是 ， 
细胞 壁 PG 肽 链 的 组 成 会 随 着 在 培养 基 中 外 加 D-AAs 而 发 生 改 变 。 下 面 对 D-AAs 的 研究 进 
行 了 详细 介绍 ， 并 对 其 发 展 前 景 进行 了 展望 。 


OY UDP-MurNAc 


L-Ala 


0 L-Lys: R=H 

G :L-Lys; G: m-DAP 一 一 2 m-DAP: R=COOH 
D-Ala 

D-Ala 


图 1 D-AAs 合成 PG 侧 链 5 19 


Fig. 1 D-AAs synthetic peptidoglycan sidechain 5 19] 


2 细菌 中 D-AAs 的 合成 


细菌 中 D-AAs 的 合成 主要 有 两 种 形式 ， 一 种 是 氨基 酸 异 构 酶 〈Isomerase) 催化 L- 和 


D- 立 体 异 构 体 的 相互 转化 ， 该 反应 是 可 逆反 应 ， 如 几 2a。 氢 基 酸 异 构 酶 分 为 差 向 异 构 酶 〈 俊 


化 含有 两 个 或 两 个 以 上 手 性 中 心 的 氨基 酸 ) 和 消 旋 酶 (催化 只 含有 一 个 手 性 中 心 的 氨基 酸 )。 


另 一 种 是 相应 氨基 酸 的 o- 酮 酸 通 过 D- 氨 基 酸 转氨酶 (D-Amino Acid aminotransferase, 


D-AAT) 立体 特异 性 转化 形成 D-AAs， 这 一 反应 也 是 可 逆 的 中 ， 如 图 2b。 


Isomerase 
L-AA D-AA 
b. 
-NH3 
D-AAT 
a-keto acid D-AA 
-NH3 


2 D-AAs 的 合成 
Fig.2 Biosynthesis of D-AAs 


a: L- and D-stereoisomer conversion"! , b: Stereospecific transformation of a-keto acid!!! 
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2.1 氨基 酸 消 旋 酶 

尽管 在 细菌 中 鉴定 得 到 了 多 个 合成 D-AAs 的 消 旋 酶 , 但 大 多 数 D-AAs 消 旋 酶 只 针对 某 
些 特定 的 氨基 酸 进行 转化 。 根 据 是 否 需 要 辅 因 子 吡 哆 醛 -5- 磷 酸 (PLP) ， 氮 基 酸 消 旋 酶 可 分 
为 两 类 : PLP 依赖 性 消 旋 酶 和 PLP 非 依赖 性 消 旋 酶 2。 己 有 文献 报道 的 消 旋 酶 中 ，Ala 消 旋 
HP, Ser YEREL, Lys 消 旋 酶 PC 和 广 谱 消 旋 酶 9 是 PLP 依赖 性 消 旋 酶 ，Pro JH hemes), 
Asp 消 旋 酶 .19 和 Glu YH we We? 2 是 PLP 非 依赖 性 消 旋 酶 。 下 面 依据 其 合成 氨基 酸 是 否 参 


与 常规 PG 的 合成 来 分 类 介绍 。 


TS 


2.1.1 Ala 消 旋 酶 、Asp 消 旋 酶 和 Glu 消 旋 酶 

Ala 消 旋 酶 参与 PG 合成 和 氮 基 酸 代谢 、 抑 制 孢 子 的 形成 。 在 没有 外 源 D-Ala 来 源 的 情 
况 下 ， 缺 乏 Ala 消 旋 酶 通常 是 致命 的 。 一 些 G- 细 菌 编码 两 种 Ala 消 旋 酶 : 组 成 型 Alr 和 诱导 
型 DadX， 分 别 用 于 D-Ala 生物 合成 和 D-Ala 的 分 解 代谢 P99。 在 代谢 过 程 中 ，L-Ala fet fa 
: 子 的 形成 , 而 D-Ala METIA Asp 消 旋 酶 只 存在 于 少数 细菌 中 ,例如 乳酸 菌 (Lactic acid 
= Bacteria) , Asp 消 旋 酶 合成 的 D-Asp 主要 用 于 肽 链 交 联 时 肽 桥 的 合成 。Glu 消 旋 酶 对 Glu 
D 的 外 消 旋 化 具有 高 度 特异 性 ， 在 乳 杆菌 Lactobacillus) 、 片 球菌 (Pediococcus) 和 葡萄 球 


菌 (Staphylococcus) P, Glu 消 旋 酶 是 D-Glu 合成 的 必需 酶 P797。 最 近 在 Bacillus subtilis 中 ， 


已 鉴定 出 两 种 Glu 消 旋 栈 YrpC 和 RacE，YrpC 为 PG 的 合成 提供 D-Glu，RacE 的 活性 与 聚 

y - D-Glu 的 合成 相关 PB»39。 

2.1.2 其 他 消 旋 酶 

FT Ser 消 旋 酶 在 一 些 GHA, PARE (Enterococcus faecalis) 中 被 发 现 ， 是 唯一 已 
知 具有 跨 膜 结构 域 的 消 旋 酶 ， 研 究 显示 Ser 消 旋 酶 还 具有 Ala MENETEL, Lys 和 Arg 32 
体 异 构 的 转化 有 两 种 消 旋 酶 :Lys 消 旋 酶 和 广 谱 消 旋 酶 ， 当 两 种 酶 同时 存在 时 ，Lys 消 旋 栈 
优先 作用 B0。 目 前 ， 仅 在 少数 真 核 生物 和 致 病菌 中 发 现 Pro 消 旋 酶 ， 例 如 梭 菌 (Clostridium 


Prazmowski) 、 艰 难 权 菌 〈Clostridium difficile) 、 克 氏 锥 虫 CThermococcus litoralis) 等 。 


除 底 物 特异 性 的 消 旋 酶 之 外 ， 有 一 种 广 谱 消 旋 酶 (Broad spectrum racemase, Bsr) ， 能 够 接 
受 多 种 氨基 酸 作为 底 物 发 生 消 旋 反 应 。 迄今 为 止 , 己 表 征 的 Bsr 家 族 的 消 旋 酶 只 存在 于 少数 
GH. V. cholerae 中 ，BsrV 能 可 着地 对 10 种 天 然 手 性 氨基 酸 进 行 消 旋 作用 ， 包 括 非 B- 


支 化 脂肪 族 氨基 酸 (Ala, Leu, Met, Sers Cys, Gln 和 Asn) 和 带 正 电荷 的 氨基 酸 (His, 


Lys 和 Arg) B1。G+ 细 菌 中 ， 如 B. subtilis, Espaillat 等 B23 在 培养 液 中 检测 到 D-AAs， 但 菌 体 


中 未 找到 类 似 BsrV 编码 基因 的 直系 同 源 基因 ， 推 测 存在 类 似 Bor 家 族 功 能 的 其 它 基 因 P)。 


最 近 ，Kawakami 等 B234 在 超 嗜 热 古 菌 (Pyrococcus horikoshii OT-3) 中 鉴定 得 到 了 一 种 新 型 


的 Gt) ea SEI Hie HE (PH0138) ， 分 光 光 度 测定 和 超 高 效 液 相 色 谱 (UPLC) 初步 分 析 


结果 表明 ， 该 酶 主要 对 Met、Leu、P 


2.2 差 向 异 构 酶 和 氨基 酸 转氨酶 


he, Ala, Ser, Ile, Val, Trp 和 Tyr 具有 消 旋 作 用 。 


相对 于 消 旋 酶 而 言 ， 差 向 异 构 栈 


在 细菌 中 存在 较 少 。Mutaguchi 等 B3 实 验证 明 y- 氮 基 丁 


酸 氨基 转移 酶 催化 非 极 性 氨基 酸 的 外 消 旋 化 ， 通 过 高 效率 的 差 向 异 构 化 作用 ， 使 L/D-Ile 相 


互 转化 。D-AAT 是 PLP 依赖 性 酶 ， 众 化 各 种 D-AAs 和 ou- 酮 酸 之 间 的 可 逆转 氮 作 用 


36] 除 


Lys 和 Thr 外， 其 余 a 一 氨基 酸 都 可 由 转氨酶 合成 。Fotheringham SBIA FIIF al (Bacillus) 


中 发 现 了 基因 dat 编码 D-AAT， 其 可 以 催化 合成 D-Glu。 


3. D-AAs 参与 PG 合成 
3.1 PG 中 普遍 含有 的 D-AAs 


D-AAs 是 细菌 细胞 壁 PG 不 可 缺 


少 的 部 分 ， 影 响 着 细胞 壁 的 形状 、 数 量 和 强度 B。 参 与 


PG 合成 的 D-AAs 主要 包括 D-Ala, D-Glu/Gln 和 D-Asp; 两 个 D-Ala 通过 Ddl (D-Ala-D-Ala 


连接 酶 ) 连接 形成 D-Ala-D-Ala, 之 


后 与 短 肽 链 的 第 3 位 连接 ， 形 成 单 糖 五 肽 ， 如 图 1。 


D-Asp/Asn 主要 是 部 分 落体 肽 链 交 联 时 肽 桥 的 组 成 成 分 。 


3.2 非典 型 D-AAs 参与 PG 合成 


细菌 生长 的 培养 基 中 检测 到 非 PG 组 成 的 D-AAs， 称 为 非典 型 D-AAs (Non-canonical 


D-amino acids, NCDAAs) 。 有 意思 的 是 ， 向 培养 基 中 添加 NCDAAs， 可 在 细菌 PG 中 检测 


到 其 存在 0519,38]。Felipe 等 加 证 明 外 源 添加 NCDAASs 可 以 参与 PG 合成 ， 即 使 该 D-AAs 2 


菌 本 身 不 能 合成 。 类似 的 , Gly 也 被 训 


D- Met、D-Trp 或 D-Phe 等 可 替代 天 


NN 


E 明 可 以 取代 细菌 PG 中 肽 链 的 第 1、4 或 5 位 的 AlaB9。 
coli PG 中 肤 链 第 4 位 的 D-Ala， 而 外 源 添加 工 - 异 构 体 


对 PG 的 结构 没有 影响 , 且 不 会 参与 到 PG 合成 中 。 进 一 步 研 究 发 现 , 外 源 添加 高 浓度 D-AAs 


会 抑制 菌 体 生 长 ,而 低 浓度 的 D-AAs 


合成 和 交 联 受到 影响 , 导致 单位 细胞 


对 生长 速率 或 形态 改变 却 没 有 明显 影响 , 但 是 可 使 PG 


PG 含量 的 减少 。 推测 可 能 原因 是 ，(1) D-AAs 5 L, D- 


转 肽 酶 底 物 竞争 ， 模 仿 天 然 底 物 ， 干 扰 转 肽 酶 的 活性 ，《〈2) D-AAs 至 少 抑制 了 一 种 可 催化 


PG 合成 和 交 联 的 高 分 子 量 青霉素 结合 蛋白 的 活性 [0。 
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3. 3 NCDAAs 参与 PG 合成 的 机 制 

PG 的 生物 合成 需要 多 种 酶 协调 作用 。 前 期 需要 Mur 家 族 合成 二 糖 五 肽 ， 后 期 需要 青 霉 
素 结合 蛋白 (PBPs ) 等 合成 聚 糖 链 并 进行 修饰 ， 如 图 3。 二 糖 五 肽 通过 转 肽 酶 妆 联 相 邻 的 聚 
糖 链 吊 ， 参 与 这 些 酶 促 反 应 的 大 多 数 和 蛋白 质 是 PBPs， 根 据 保守 功能 结构 域 的 不 同 ， 可 分 为 


三 类 : AR, BAR. CAM), Lupoli 等 (9 通过 以 单个 氨基 酸 为 底 物 的 体外 实验 , 证 明 在 E. coli 


中 PBP1A 可 将 D-Phe、D-Trp、D-Tyr 通过 TP 取代 D-Ala 引入 到 PG 中 。Lebar 等 (31 进一步 


研究 证 明 B. subtilis PBP1 催化 NCDAAs 和 DD- 氨 基 甲 酰胺 结合 到 新 生 的 PG 中 ,但 E. coli 


PBPIA {X28 NCDAAs. TE V. cholerae 中 ，NCDAAs 的 引入 涉及 两 种 酶 ， 一 种 是 存在 于 细 
胞 质 中 的 Ddl， 催 化 D-Ala-D-Ala 的 合成 ， 但 由 于 底 物 的 特异 性 不 强 ， 导 致 D-Ala-NCDAAs 
合成 另 一 种 是 周 质 中 Ldt， 可 将 NCDAAs 蔡 换 到 肽 链 上 加 。Fura ANEI NCDAAs 发 
生 蔡 换 与 转 肽 反应 有 关 ， 推 测 B. subtilis D, D- 羧 肽 酶 CPBPS) 活性 的 增高 ， 导 致 PBP 转 肽 
酶 活性 的 提高 ， 因 此 NCDAAs 替换 率 也 相应 增 大 。 


5D 2000000 


O 
MurAB MurC MurD MurE MurF MraY MurG PBPs 
© @ @ | 


20 00 00e 


DB UDP-GIuNAc  (_) GluNAc 
D UDP-MurNAc (> MurNAc 


@ X,G" L-Lys; G-: m-DAP 
@ D-Glu @ L-Ala 
@ D-Ala @ Phosphate 


图 3 PG KEHA RILES 


Fig.3 PG biosynthesis mechanismi4 5 151 

MurAB, C, D, E, F, G, MraY: Peptide chain synthesis related enzyme 
主要 有 两 种 : (1) 周 质 中 L, D- 转 肽 酶 , 如 LdtA 和 LdtB， 
将 NCDAAs 直接 蔡 换 到 交 联 肽 链 部 分 的 第 4/5 位 ; (2) 通过 ABC 转运 蛋白 将 D-AAs 转运 
到 细胞 质 中 ，Ddl 催化 形成 D-Ala-NCDAAs 二 肽 ， 随 后 通过 MurF 合成 新 肽 链 ， 并 翻转 至 细 
胞 质 膜 的 外 表面 ， 通 过 转 糖 基 和 转 肽 挫 入 大 分 子 胞 壁 中 ， 如 图 4 所 示 。 

Caparrós 等 [通过 对 D-Trp 进行 改 性 《分别 为 N- 乙 酰基 -D-Trp 和 D-Trp SEAR) ， 以 
研究 官能 团 如 何 干扰 挫 入 反应 ， 测 定 了 其 衍生 物 中 氨基 和 羧基 的 作用 。 结 果 显 示 D-Trp- F 
WATE A PG, m N- 乙 酰基 衍生 物 则 没有 。 表 明 反应 需要 游离 的 %-D- 氢 基 ， 但 游离 的 羧基 是 
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过 体外 实验 验证 了 V. cholerae 在 稳定 期 可 体内 合成 NCDAAs， 并 促 


HE PG 的 重 塑 ， 其 中 二 糖 五 肽 单 体 只 有 10% 发 生 蔡 换 ， 二 聚 体 奉 换 高 达 96%, 说 明 NCDAAs 
在 二 聚 体 上 更 容易 发 生 奉 换 。 该 报道 不 仅 证 明了 介 导 NCDAAs 参与 PG 合成 的 两 种 不 同 过 
MA, 也 发 现 了 多 种 细菌 均 可 以 将 


程 ， 即 细胞 质 


二 糖 五 肽 合成 过 程 和 周 质 肽 链 交 联 的 过 程 。 


NCDAAs 参与 到 细胞 壁 的 合成 中 。 


@) UDP-GluNAc C} GluNAc 
DD UDP-MurNAc(_) MurNAc 


@ D-Glu @ 
@ D-Ala © 
@ Phosphate e 
® D-Ala/NCDAAs 
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4 NCDAAs 参与 PG 合成 的 机 制 引 5.13] 


Lipid I Lipid H 


BsrV: Broad-spectrum racemase; Idts: L, D-transpeptidase linking Lpp to murein; 


NCDAAs: non-canonical D-amino acids; MurAB, C, D, E, F, G, MraY: Peptide chain synthesis 


related enzyme; Ddl: D-alanine-D-alanine ligase; murF: 


UDP-N-acetylmuramoyl-tripeptide-D-alanyl-D-alanine ligase 


4. NCDAAs 对 细菌 的 调控 作用 
NCDAAs 结合 到 PG 会 影响 细菌 细 胞 壁 形 状 、 数 量 和 强度 以 及 生物 膜 形成 。 最 近 的 研究 


表明 NCDAAs 能 直接 调 

抑制 孢子 萌发 的 。 

4.1 NCDAAs 对 细菌 细胞 壁 的 调控 作用 
Caparrós 等 [0 报道 培养 基 中 D-AAs 的 添加 可 以 改变 PG 的 合成 和 结构 。 培 养 基 中 加 入 


D-Met 单位 纪 


胞 PG 含量 


节 周 质 转 肽 酶 的 活性 中, 作为 信号 分 子 ,在 特定 条 件 下 分 解 生物 膜 [9， 


减少 以 及 肽 链 上 脂 蛋白 结合 比例 降低 (下降 了 27%) 


。 与 正常 生长 


Chinay np ERAS 
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的 PG 相 比 ， 被 修饰 的 肽 链 占 总 PG 的 45%， 且 D-Met 能 快速 结合 到 肽 链 上 ， 在 30 分 钟 左 
右 出 现 新 的 、 明 显 稳定 的 非常 规 PG RAY. Lam 等 B 发 现 稳定 期 BsrV 消 旋 酶 合成 的 D-Leu 
和 D-Met 等 ， 可 以 诱导 杆 状 V. cholera 成 为 球状 ， 同 时 使 细胞 壁 PG 含量 下 降 约 50%. BsrV 
突变 体 菌株 PG 中 聚 糖 链 长 度 是 野生 型 的 约 80% ,五 肽 减少 50% , 并 且 三 聚 体 寡 肽 增加 40%, 
表明 其 负 调控 细胞 壁 PG 的 合成 。 其 可 以 帮助 V. cholera 应 对 外 界 环 境 压力 。 在 抗 逆 实验 中 ， 
野生 型 菌株 比 突变 菌株 表现 出 更 强 的 存活 率 , 说 明 其 在 稳定 期 控制 细胞 壁 的 完整 性 , 通过 减 
少 PG 合成 并 改变 其 细胞 壁 以 适应 稳定 期 的 条 件 。 


Cava 等 加 进一步 发 现 Ldts (LdtA/LdtB, LdtA 催化 一 些 G- 细 菌 中 肽 链 之 间 DAP-DAP 交 


联 ; LdtB 催化 DAP MIREA pp) 之 间 共 价 结合 ) 和 BsrV 突变 体 菌 株 PG 含量 均 比 野生 
型 菌株 高 1.7 倍 左右 , 但 Ldts 突变 体 对 低 渗 透 压 敏感 性 显著 高 于 野生 型 菌株 。 通 过 对 突变 体 
PG 含量 和 敏感 性 实验 证 明 ，Ldts 可 以 将 BsrV 产生 的 NCDAAs A PG, 控制 稳定 期 PG 的 
数量 和 强度 ， 即 调节 每 个 细胞 PG 量 并 保持 对 低 渗 透 压 的 抵抗 力 。 最 近 ，Alvarez 等 5 发 现 
D-Met 在 DacA1 (D，D- 羧 肽 酶 ) 突变 体 中 的 毒性 是 由 于 高 度 积累 含 D-Met 的 五 肽 抑制 PG 
转 肽 酶 活性 〈 即 PBP) ， 从 而 损害 细胞 壁 ， 导 致 生长 受 损 和 形态 改变 。 

4.2 NCDAAs 对 细菌 生物 膜 的 调控 作用 


Tong 等 的 研究 发 现 D-Cys、D-Asp 和 D-Glu 以 及 三 者 的 混合 物 显 著 提 高 了 乳酸 链球 落 


素 (Nisin) 对 变形 链球 菌 (Streptococcus mutans, S. mutans) 的 抗菌 活性 ， 抑 制 S. mutans Æ 


长 和 生物 膜 的 形成 。 推 测 原因 是 Nisin 处 理 后 形成 的 孔 可 以 促进 NCDAAs 渗透 进入 细胞 ， 


影响 细胞 的 正常 代谢 。Aliashkevich 等 0 认为 D-Tyr、D-Pro、D-Phe 等 D-AAs 不 会 阻止 细菌 


= 黏附 在 一 起 ， 而 是 通过 影响 胞 外 聚合 物 〈Extracellular Polymeric Substances, EPS) 的 蛋白 质 
组 分 来 抑制 菌落 的 生长 ,来 影响 生物 膜 的 形成 , 而 胞 外 多 糖 的 产生 和 定位 没有 受到 显著 影响 。 

Kolodkin-Gal 等 0 报道 ，D-Tyr 可 通过 抑制 TasA 纤维 与 细胞 壁 的 锚 定 影响 生物 膜 的 形 
Wo S. mutans 中 荧光 标记 TasA 纤维 融合 定位 基因 发 现 ，TasA 纤维 锚 定 在 未 用 D-Tyr 处 理 
的 薄膜 细胞 上 。 相 反 ，D-Tyr 处 理 的 细胞 大 部 分 由 未 被 Tasa 纤维 修饰 的 细胞 和 未 锚 定 到 细 
胞 的 纤维 聚集 体 组 成 。 说 明 D-Tyr 损害 Tasa 纤维 对 细胞 的 锚 定 ， 进 而 影响 生物 膜 。D-Tyr 
还 能 显著 降低 EE coli 和 B. subtilis 表面 附着 能 力 ， 使 细胞 相互 脱离 。 通 过 诱导 胞 外 蛋白 发 生 
变化 ， 进 而 导致 生物 膜 结构 和 组 成 的 变化 ， 抑 制 菌 体 生物 膜 的 形成 ， 并 进一步 分 解 生 物 膜 。 
不 同 的 D-Tyr 浓度 可 能 涉及 不 同 的 机 制 ， 它 们 可 能 具有 物种 特异 性 的 。 


= 


5. NCDAAs BS PG 合成 的 应 用 
NCDAAs 参与 PG 合成 的 现象 使 利用 外 源 添 加 物质 来 检测 细胞 壁 动态 过 程 成 为 可 能 


FDAAs (Fluorescent D-amino acids) 是 一 种 能 够 在 多 种 细菌 中 有 效 地 原 位 标记 


生物 ， 可 特异 性 探测 
subtilis 培养 基 中 ， 


记 的 PG ET EN KTH, FARA T“ 


的 “捕食 者 ”会 穿 过 


新 密封 孔道 并 修改 PG, 
整个 可 见 光谱 ， 实 3 
一 种 大 分 子 量 


其 发 射 波长 跨越 
JEER. 


光 衍 生物 对 G+ 菌 具有 特异 性 ， 但 对 GAH 


屏障 作用 B09。 


细胞 壁 形成 / 重 塑 、 台 
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菌 生长 和 细胞 形态 


过 观测 荧光 变化 监测 PBPs 的 TP 活性 变化 。Kuru 等 [3] 利 


最 终 实 现 


(MW 1485.7) 的 杀 水 性 分 子 ， 是 临床 上 了 
没有 影响 ， 因 为 它们 的 外 膜 对 这 
万 古 考 素 与 荧光 标记 物 (FLUOS) 结合 形成 菊 光 衍生 物 CVan-FL) ， 其 可 


PG 的 奖 光 衍 


o Fura 等 053 将 FDAAs 添加 到 B. 


用 FDAAs 标 


甫 食 者 和 猎物 ”两 种 细菌 细胞 壁 不 同 阶段 的 动态 变化 。 入 侵 
过 “猎物 ”细菌 的 外 膜 ， 在 其 细胞 壁 中 降解 某 些 物质 形成 孔道 


， 进 入 后 重 


菌 动 态 入 侵 的 可 视 化 。 随 着 对 FDAAS 的 不 断 深 入 研究 ， 


WS GA GHAR P PG 合成 的 可 视 化 9。 


ERNER. HK 


药物 起 渗透 性 


与 新 合成 PG 多 肽 链 末 端 D-Ala-D-Ala 4A, PEER PG 的 合成 ， 是 探测 PG 拓扑 结构 合 


成 的 灵敏 工具 ， 对 细 


Van-FL 标记 的 细菌 ， 


差异 。 


6. 展望 


D-AAs 参与 细胞 壁 


探测 细 


菌 细胞 壁 的 研究 具有 重要 的 应 用 前 景 。 


兰 合 成 的 机 制 和 相关 应 用 研究 受到 越 来 越 广泛 的 关注 。D-AAs 的 抑 菌 


导致 不 同时 期 染 


功能 使 其 成 为 生物 杀 


作用 以 及 它们 与 细菌 生 


菌 的 研究 重点 ， 


仍 需要 进一步 
的 机 理 尚未 明确 ， 
断 完善 ， 为 之 后 的 科学 


与 Nisin 结合 可 为 疾病 治疗 提供 


态 学 的 关系 仍 是 未 来 研究 的 主题 。 


究 氨 基 酸 作为 药物 的 安全 性 
参与 反应 的 相关 酶 还 需 深入 研究 。 


研究 提供 技术 支持 ， 


以 及 实用 性 。 


此 外 ，D-AAs BEA 


基于 D-AAs 检测 方 


为 多 学 科 相 互 借鉴 和 深入 研究 莫 定 


WAS FEE A 
发 现 D-AAs 混合 物 加 入 30 分 钟 


支持 。D-AAs 的 功能 性 
虽然 氨基 酸 是 人 体 的 营 


Daniel 等 (1 用 荧光 显微镜 观察 
菌 新 生 壁 的 合成 情况 。 发 现在 B. subtilis 中 ,新生 或 分 裂 部 位 染 
色 最 强烈 , HIE PG 的 合成 是 螺旋 模式 。 Lam 等 6 为 了 监测 D-AAs 混合 
胞 壁 的 合成 情况 ， 使 用 Van-FL 标记 细胞 壁 前 体 脂 质 体 I 
后 ， 细 菌 侧 壁 的 Van-FL 染色 大 大 减少 ， 新 生 PG 合成 的 差异 ， 


打 色 强度 也 有 


养 物 质 , 但 
胞 参与 代谢 


法 和 拓展 技术 的 不 


了 基础 。 
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